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［摘要］　目的：探讨肝硬化时肝组织内 Ａｋｔ和 ｅＮＯＳ的活化是否受到抑制以及腺病毒介导的 Ａｋｔ基

因治疗门静脉高压症的可行性。方法：以细胞内同源重组法构建复制缺陷型重组腺病毒 ＡｄｍｙｒＨＡ

Ａｋｔ和 ＡｄＥＧＦＰ。采用四氯化碳复合法制备肝硬化门静脉高压症大鼠模型。取 １０只正常大鼠作为对

照，另取 ４０只肝硬化大鼠随机均分为 ４组：未处理组、Ａｋｔ治疗组、ＥＧＦＰ组和生理盐水组。后 ３组分别

经尾静脉分别注射 Ａｋｔ重组腺病毒、ＡｄＥＧＦＰ和生理盐水后，３ｄ后，分别测定各组的门静脉压力、平均

动脉压和心率。用免疫印迹法检测各组大鼠肝组织内 Ａｋｔ，ｐＡｋｔ，ｅＮＯＳ，ｐｅＮＯＳ蛋白的表达；硝酸还

原酶法检测各组肝内 ＮＯ含量。ＥＧＦＰ组于转染后 ３ｄ处死大鼠，取肝、心、肺、肾、脑、脾和睾丸，快速冰

冻切片，观察绿色荧光蛋白的表达情况。结果：ＡｄｍｙｒＨＡＡｋｔ和 ＡｄＥＧＦＰ经纯化后滴度分别为 ５．５×

１０１１ｖｐ／ｍＬ和 ６．０×１０１１ｖｐ／ｍＬ。肝硬化大鼠肝内 Ａｋｔ和 ｅＮＯＳ的活化均受到抑制，肝内 ＮＯ生成减少，

门静脉压力升高。Ａｋｔ重组腺病毒治疗能使受到抑制的 Ａｋｔ和 ｅＮＯＳ磷酸化得到恢复，同时增加肝内 ＮＯ

含量，降低门静脉压力。而经 ＡｄＥＧＦＰ和生理盐水处理组，Ａｋｔ和 ｅＮＯＳ磷酸化不能恢复，肝内 ＮＯ含量

和门静脉压力与未经治疗大鼠相似。ＥＧＦＰ组在 ＡｄＥＧＦＰ转染后 ３ｄ肝组织中可见大量绿色荧光，肺和

肾组织中仅见少量荧光，而其他实质器官未见 ＥＧＦＰ表达。结论：肝硬化时，大鼠肝内 Ａｋｔ和 ｅＮＯＳ的活

化均受到抑制，导致 ＮＯ生成减少而肝内血管阻力增加，表现为门静脉压力升高。以腺病毒介导的 Ａｋｔ

基因治疗门静脉高压症可行。
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［ＪＣｅｎｔＳｏｕｔｈＵｎｉｖ（ＭｅｄＳｃｉ），２００８，３３（１）：００３１０７］

　　门静脉高压症是肝内血管阻力增加的结
果［１］。肝内血管阻力增加一方面由肝硬化瘢痕组

织和再生结节压迫肝窦血管引起，而另一重要的

原因则是肝内一氧化氮（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ，ＮＯ）生成减
少。Ａｋｔ是内皮性一氧化氮合酶（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｎｉｔｒｉｃ
ｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｅＮＯＳ）的主要激活剂之一，但它在肝
硬化时肝内阻力增加中的作用尚不明确。因此，

本研究探讨肝硬化时，肝内 Ａｋｔ活化是否受到抑
制，以及这种抑制是否造成 ｅＮＯＳ受到抑制而影响
ＮＯ的生成，从而加重门静脉高压；同时，我们以复
制缺陷型腺病毒为载体，经尾静脉注射途径将编

码持续活化 Ａｋｔ且带有 ＨＡ标签（ｍｙｒＨＡＡｋｔ）的
基因导入肝硬化大鼠肝内，观察 ｅＮＯＳ，ＮＯ的变化
和门静脉压力的改变，为基因治疗门静脉高压症

提供理论和实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂　　ｐｃＤＮＡ３．１ｍｙｒＨＡＡｋｔ由
美国纽约州立大学 ＢｕｆｆｌｏａＲｏｓｗｅｌｌＰａｒｋ研究所郭立
武博士 构 建。重 组 腺 病 毒 穿 梭 质 粒 ｐＤＣ３１６，
ｐＢＨＧｌｏｘΔＥ１，３Ｃｒｅ质粒为加拿大 ＭｉｃｒｏｂｉｘＢｉｏｓｙｓｔｅｍ
公司产品。Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ＴＭ脂质体购自美国
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＨＥＫ２９３细胞（人胚肾细胞）和含
有报告基因绿色荧光蛋白（ｅｎｈａｎｃｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＥＧＦＰ）的重组腺病毒 ＡｄＥＧＦＰ购自本
原正阳基因有限公司（病毒构建所采用的穿梭质

粒和骨架质粒与本实验一致，病毒滴度为 ６．０×
１０１１ｖｐ／ｍＬ）。ＮＯ测定试剂盒购自南京建成生物

工程研究所。限制性内切酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、ＤＮＡ
分子量 Ｍａｒｋｅｒ，蛋白质 Ｍａｒｋｅｒ购自深圳晶美生物
有限公司。免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）所用试剂：蛋
白提取试剂盒（美国 Ｂｉｏｖｉｓｉｏｎ公司），一抗 ａｎｔｉ
Ａｋｔ，ａｎｔｉｅＮＯＳ，ａｎｔｉｐｈｏｓｐｈｏＡｋｔＳｅｒ４７３（ＰＡｋｔ），
ａｎｔｉｐｈｏｓｐｈｏｅＮＯＳＳｅｒ１１７７（ＰｅＮＯＳ）（均购自美
国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）和 ａｎｔｉＨＡ（美国
ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司）。二抗为 ＨＲＰ标记羊抗兔 ＩｇＧ
（美国 ＫＰＬ公司）。ＬｕｍｉＧＬＯ化学发光底物（美国
ＫＰＬ公司）。ＰＶＤＦ膜 （瑞士 Ｒｏｃｈｅ公司），内参
βａｃｔｉｎ（美国 ＮｅｏＭａｒｋｅｒｓ公司）。
１．２　方法
１．２．１　穿梭质粒的构建　　用 ＥｃｏＲＩ／ＢａｍＨＩ双
酶切已构建好的 ｐｃＤＮＡ３．１ｍｙｒＨＡＡｋｔ质粒，回
收小片段 ｍｙｒＨＡＡｋｔ；同时用 ＥｃｏＲＩ／ＢｇＩＩ双酶切
商品 化 穿 梭 质 粒 ｐＤＣ３１６并 回 收 载 体，利 用
ＢａｍＨＩ／ＢｇｌＩＩ为同尾酶的特性将所得的小片段与
回收的载体分别用 Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接，即构建成
穿梭载体 ｐＤＣ３１６ｍｙｒＨＡＡｋｔ。以 ＥｃｏＲＩ／ＳａｌＩ双
酶切进行鉴定。

１．２．２　复制缺陷型腺病毒 ＡｄｍｙｒＨＡＡｋｔ的
重组　　转染前 １ｄ，将 ２９３细胞接种于六孔板中。
待细胞生长至底面积的 ８０％ ～９０％时，每个转染孔
取 ｐＢＨＧｌｏｘΔＥ１，３Ｃｒｅ质粒 ４μｇ，ｐＤＣ３１６ｍｙｒＨＡＡｋｔ
质粒 １μｇ，混匀。取 １０μＬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００ＴＭ脂质
体以 ３００μＬ的 ＤＭＥＭ培养液进行稀释，室温放置
５ｍｉｎ。将上述两者混和，室温避光放置 ３０ｍｉｎ。
然后将混合物加入细胞中。转染后第 ２天，将长
满的细胞传代于 ２５ｃｍ２细胞培养瓶中，每天观察
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细胞病变反应（ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃｅｆｆｅｃｔ，ＣＰＥ）。细胞病变
反应为细胞变大变圆，呈葡萄状，并开始出现明显

噬斑。待细胞大部分病变后从底部脱落进行收

毒。将出毒的细胞培养瓶先后置于 －７０℃冰箱和
３７℃水浴锅中反复冻融 ３次，３０００ｒ／ｍｉｎ离心，
收集含病毒的上清液。该上清即作为随后病毒扩

增的毒种。

１．２．３　重组腺病毒 ＡｄｍｙｒＨＡＡｋｔ的扩增、纯化
及鉴定　　ＡｄｍｙｒＨＡＡｋｔ的扩增、纯化依说明书
进行。感 染 性 鉴 定：用 待 鉴 定 的 腺 病 毒 感 染

ＨＥＫ２９３细胞，在感染后 ５～６ｄ出现典型的细胞
病变反应，可初步判断为腺病毒。ＰＣＲ扩增外源
基因片段的鉴定：扩增 ｍｙｒＨＡＡｋｔ片段，根据 Ａｋｔ
上游前导肽的编码序列及 Ａｋｔ之 ＣＤＳ下游序列合
成上、下游引物（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成）；即 ｍｙｒＨＡ
ＡｋｔＵｐ，５′ＧＧＧＡＡＴＴＣＡＴＧＧＧＡＴＧＣＧＴＧＴＧＴＡＧＣ３′；
ＡｋｔＤｏｗｎ， ５′ＧＧＧＧＡＴＣＣＴＣＡＧＧＣＣＧＴＧＣＣＧＣＴＧＧＣ
ＣＧＡＧＴＡ３′。
１．２．４　重组腺病毒的滴度测定　　采用 ＴＣＩＤ５０
法测定。

１．２．５　动物模型制备及分组　　雄性 ＳＤ大鼠
６０只，体质量 ２２０±２０ｇ（湖南农业大学实验动物
中心提供），１２ｈ光照和 １２ｈ黑暗交替。随机取
１０只正常大鼠作为正常对照组，自由进食标准颗
粒饲料及饮水。其余 ５０只按照动物实验方法
学［２］，采用四氯化碳复合法制备动物模型。大鼠皮

下注射 ４０％四氯化碳花生油溶液 ０．３ｍＬ／１００ｇ
体质量，每周２次。第２周开始，以１０％酒精作为
惟一饮料，自由饮用。饲以混有 ０．５％胆固醇纯
玉米粉饲料，８周成模。随机挑选 ３只门静脉高压
症成模大鼠取肝组织右叶约１０ｇ，采用 ＨＥ常规染
色和标准 ＶａｎＧｉｅｓｏｎ（ＶＧ）胶原染色，光镜下观察
肝细胞变性、坏死、炎症细胞浸润及胶原沉积情

况。另取 ４０只肝硬化大鼠随机分成 ４组：肝硬化
未处理组（简称未处理组）、Ａｋｔ重组腺病毒治疗
组（简称 Ａｋｔ治疗组）、ＥＧＦＰ组和生理盐水组。
１．２．６　Ａｋｔ重组腺病毒、ＥＧＦＰ报告病毒、生理盐
水导入　　肝硬化形成 １周后，Ａｋｔ治疗组、ＥＧＦＰ
组和生理盐水组自尾静脉分别注射 ３．０×１０１１ｖｐ
的 Ａｋｔ重组腺病毒［３］、３．０×１０１１ｖｐ的 ＥＧＦＰ报告病
毒及等容积的生理盐水。

１．２．７　测压及标本采集　　正常对照组和肝硬
化大鼠在经尾静脉注射后 ３ｄ［３］，大鼠禁食 １２ｈ，
不禁饮水，用 ＲＢＰ１型大鼠血压测定仪测定鼠尾
平均动脉压（ＭＡＰ）和心率（ＨＲ）。以水合氯醛麻
醉后，剖腹，门静脉插管，测门静脉压力（ＰＶＰ），并
取肝组织，置于液氮中保存。

１．２．８　 免 疫 印 迹 法 检 测 Ａｋｔ，ｐＡｋｔ，ｅＮＯＳ，
ｐｅＮＯＳ，ＨＡ蛋白的表达　　取适量组织按体积比
１∶５加入组织细胞裂解液，电动匀浆后冰置３０ｍｉｎ，
１２０００ｒ／ｍｉｎ４℃离心 ４０ｍｉｎ，取上清，用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ
法测蛋白浓度，根据目的蛋白相对分子质量配制

ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶，调整上样量为 ４０μｇ进行电泳。
常规湿转转膜操作。

１．２．９　肝组织 ＮＯ含量测定　　取液氮保存的
大鼠肝脏 １ｇ，４°Ｃ下加生理盐水制成 １００ｇ／Ｌ的
匀浆，１０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ后取上清，以硝酸还
原酶法测 ＮＯ代谢产物 ＮＯ２

－和 ＮＯ３
－间接反映 ＮＯ

水平。

１．２．１０　ＥＧＦＰ表达的测定　　ＥＧＦＰ组于转染后
３ｄ，待门静脉压力测定后，即处死大鼠，取心、肝、
脾、肺、肾、脑及睾丸，等渗盐水漂洗，快速冰冻包

埋，连续切片，荧光显微镜下观察 ＥＧＦＰ的表达
情况。

１．３　统计学处理　　结果用均数 ±标准差表示，
采用 ＳＰＳＳ１１．０统计分析软件包进行单因素方差
分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　穿梭质粒的构建 　 　 构 建 的 穿 梭 质 粒
ｐＤＣ３１６ｍｙｒＨＡＡｋｔ经 ＥｃｏＲＩ／ＳａｌＩ双 酶 切 和

１．２％琼脂糖凝胶电泳后，出现预期大小的特异
性目的条带（ｐＤＣ３１６质粒 ３９１３ｂｐ，ｍｙｒＨＡＡｋｔ
１５０６ｂｐ）（图 １）。

!"#$%&

'$%&

($%&

)"($%&

*++$&,

#++$&,

(++$&,

)

(

图 １　含有 ｍｙｒＨＡＡｋｔ片段的 ｐＤＣ３１６酶切鉴定　　
１：ｐＤＣ３１６ｍｙｒＨＡＡｋｔ经 ＥｃｏＲＩ／ＳａｌＩ双酶切后
产生的条带；２：Ｍａｒｋｅｒ４５００

Ｆｉｇ．１ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐＤＣ３１６ｍｙｒＨＡＡｋｔｐｌａｓｍｉｄｂｙｒｅ
ｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ　 　１：ｐＤＣ３１６ｍｙｒＨＡ
ＡｋｔｄｉｇｅｓｔｅｄｗｉｔｈＥｃｏＲＩ／ＳａｌＩ；２：Ｍａｒｋｅｒ４５００
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２．２　重组腺病毒 ＡｄｍｙｒＨＡＡｋＴ的鉴定
２．２．１　感染性鉴定　　用含目的片段的穿梭质
粒和 ｐＢＨＧｌｏｘΔＥ１，３Ｃｒｅ质粒共转染后 ７ｄ，培养板
内 ＨＥＫ２９３细胞出现典型细胞病变效应（图 ２）。

２．２．２　ＰＣＲ扩增外源基因片段的鉴定　　在所
包装的病毒 ＤＮＡ中都扩增出了与理论大小相同
的目的片段（１５０６ｂｐ）（图 ３）。

图２　ＡｄｍｙｒＨＡＡｋｔ重组腺病毒感染２９３细胞形态改变（×２００）　　Ａ：正常２９３细胞；Ｂ：感染 ＡｄｍｙｒＨＡＡｋｔ重组腺病毒

的２９３细胞

Ｆｉｇ．２Ｃｙｔｏｐａｔｈｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆ２９３ｃｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＡｄｍｙｒＨＡＡｋｔ（×２００）　　Ａ：Ｎｏｒｍａｌ２９３ｃｅｌｌｓ；Ｂ：２９３ｃｅｌｌｓｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＡｄ

ｍｙｒＨＡＡｋｔ
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图 ３　ｍｙｒＨＡＡｋｔ的 ＰＣＲ鉴定　　１：ＡｄｍｙｒＨＡＡｋｔ；
２：阴性对照；Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ

Ｆｉｇ．３ＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｍｙｒＨＡＡｋｔｇｅｎｅｉｎｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔａｄ
ｅｎｏｖｉｒｕｓ　 　１：ＡｄｍｙｒＨＡＡｋｔ；２：Ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎ
ｔｒｏｌ；Ｍ：ＤＬ２０００ｍａｒｋｅｒ

２．２．３　重组腺病毒的滴度测定　　ＡｄｍｙｒＨＡ
Ａｋｔ扩增后，经 ＴＣＩＤ５０法测定滴度为 ５．５×１０１１

ｖｐ／ｍＬ。
２．２．４　肝硬化门静脉高压症大鼠肝脏病理形态
学改变　　正常组肝小叶形态无异常，未见肝细
胞变性、坏死及炎症细胞浸润，ＶＧ染色未见纤维
间隔形成；模型组肝小叶正常结构消失，有大量

炎症细胞浸润，可见肝细胞变性、坏死，ＶＧ染色
可见纤维间隔，假小叶形成（图 ４）。
２．３　治疗结束时各组门静脉压力、平均动脉压和
心率的测定　　治疗结束各组 ＰＶＰ，ＭＡＰ和 ＨＲ测
定结果未处理组、ＥＧＦＰ组和生理盐水组 ＰＶＰ显著

高于正常组 （Ｐ＜０．０５），ＭＡＰ和 ＨＲ无明显变
化，Ａｋｔ治疗组 ＰＶＰ比未处理组、ＥＧＦＰ组和生理
盐水组明显降低（Ｐ＜０．０５），ＭＡＰ和 ＨＲ均无明
显变化（表 １）。

表１　治疗结束时各组门静脉压力、平均动脉压和心率的测
定结果（ｘ±ｓ）

Ｔａｂｌｅ１　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＰＶＰ，ＭＡＰ，ａｎｄＨＲｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐａｔｔｈｅ
ｅｎｄｏｆｔｒｅａｔｍｅｎｔ（ｘ±ｓ）

组别　　　 ｎ ＰＶＰ（ｍｍＨｇ） ＭＡＰ（ｍｍＨｇ） ＨＲ（次／ｍｉｎ）

正常对照组 １０ ７．３２±１．０３ ８６．７±１２．６ ３０５±６２

未处理组　 １０１６．２２±０．９６ ８７．５±１１．３ ３２７±７３

Ａｋｔ治疗组 １０ ８．７３±１．２０＃ ８５．０±１３．６ ２９８±５５

ＥＧＦＰ组　 １０１５．７９±１．１７ ８０．１±１７．９ ３２３±４９

生理盐水组 １０１６．０３±１．１２ ８２．６±１５．２ ３１２±７０

　　与未处理组、ＥＧＦＰ和生理盐水组比较，Ｐ＜０．０５；与未处理

组、ＥＧＦＰ和生理盐水组比较，＃Ｐ＜０．０５

２．４　蛋白质印迹检测　　肝硬化大鼠 Ａｋｔ和
ｅＮＯＳ磷酸化水平降低，经尾静脉注射途径将编码
持续活化 Ａｋｔ且带有 ＨＡ标签（ｍｙｒＨＡＡｋｔ）的基
因导入肝硬化大鼠体内，能够明显恢复 Ａｋｔ和
ｅＮＯＳ磷酸化；而经 ＡｄＥＧＦＰ和生理盐水处理组，
Ａｋｔ和 ｅＮＯＳ磷酸化不能恢复。Ａｋｔ治疗组见 ＨＡ
蛋白表达，而其他组未见表达（图５）。
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图４　肝硬化大鼠肝脏病理形态学改变　　Ａ：正常组（ＨＥ×１００）；Ｂ：正常组（ＶＧ×４０）；Ｃ：肝硬化组（ＨＥ×１００）；Ｄ：肝硬化组
（ＶＧ×４０）

Ｆｉｇ．４Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｌｉｖｅｒｔｉｓｓｕｅｓ　　 Ａ：Ｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓ（ＨＥ×１００）；Ｂ：Ｎｏｒｍａｌｔｉｓｓｕｅｓ（ＶＧ×４０）；Ｃ：Ｃｉｒｒｈｏｓｉｓｔｉｓｓｕｅｓ
（ＨＥ×１００）；Ｄ：Ｃｉｒｒｈｏｓｉｓｔｉｓｓｕｅｓ（ＶＧ×４０）
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图 ５　免疫印迹法检测各组大鼠肝组织内 Ａｋｔ，ｐＡｋｔ，
ｅＮＯＳ，ｐｅＮＯＳ蛋白的表达

Ｆｉｇ．５Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｐｒｏｔｅｉｎａｂｕｎｄａｎｃｅａｎｄｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ
ｓｔａｔｕｓｏｆＡｋｔａｎｄｅＮＯＳ

２．５　肝组织 ＮＯ含量测定　　测定结果正常组
肝组织 ＮＯ含量［（２．６８±０．６０）μｍｏｌ／ｇ］显著高
于未处理组［（０．９２±０．７１）μｍｏｌ／ｇ］、ＥＧＦＰ组
［（１．２１±０．６５）μｍｏｌ／ｇ］和生理盐水组［（１．０６±
０．６２）μｍｏｌ／ｇ］（Ｐ＜０．０５），Ａｋｔ治疗组肝组织
ＮＯ含量［（２．５５±０．５６）μｍｏｌ／ｇ］比未处理组、
ＥＧＦＰ组和生理盐水组明显增高（Ｐ＜０．０５）。
２．６　ＥＧＦＰ表达的检测　　ＡｄＥＧＦＰ转染后 ３ｄ
肝组织中可见大量绿色荧光，肺和肾组织中仅见

少量 荧 光，而 其 他 实 质 器 官 未 见 ＥＧＦＰ表 达
（图６）。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　图６　ＥＧＦＰ在ＥＧＦＰ组大鼠体内的分布情况
　　　　　　　　　　　　　　　　　　Ｆｉｇ．６ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＥＧＦＰｉｎｔｈｅＥＧＦＰｇｒｏｕｐ
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３　讨　　论

肝内血管阻力增加是肝硬化门静脉高压的始

动因素［１］。由肝硬化瘢痕组织和再生结节压迫肝

窦血管引起的机械性阻力相对稳定且不可逆，而

由血管活性物质引起的功能性阻力可逆并可进行

有效调节。ＮＯ作为最重要的内源性血管扩张物
质，参与肝硬化高动力循环状态的形成。内源性

ＮＯ增加可引起内脏血管扩张，而肝内 ＮＯ产生减
少则增加肝内血管阻力，这些与门脉高压的形成

和发展有密切关系。

动物实验以及肝窦内皮细胞实验表明，在肝

硬化时，ＮＯ产量和 ｅＮＯＳ的活性均降低［４５］。越来

越多的证据显示蛋白质磷酸化作用对 ｅＮＯＳ的活
性起着重要作用，ＰＩ３／Ａｋｔ信号传导途径在活化
ｅＮＯＳ过程中发挥着重要作用。在 Ａｋｔ调节 ｅＮＯＳ
的过程中，丝氨酸 １１７９（Ｓｅｒ１１７９）是重要的调节
位点（人的 Ｓｅｒ１１７７与牛的 Ｓｅｒ１１７９相对应）。Ａｋｔ
通过对 ｅＮＯＳ的 Ｓｅｒ１１７９位点磷酸化即可活化
ｅＮＯＳ，从而使 ＮＯ产量增加［６７］。

本研究证实，在肝硬化大鼠肝脏内，Ａｋｔ活化
受到抑制（表现为磷酸化 Ａｋｔ含量显著降低），导
致 ｅＮＯＳ的活化受到损害（表现为磷酸化 ｅＮＯＳ含
量显著降低），从而减少 ＮＯ生成而增加肝内血管
阻力，表现为门静脉压力升高。基于这一现象，笔

者以复制缺陷型腺病毒为载体经尾静脉注射途径

将编码持续活化 Ａｋｔ的基因导入肝硬化大鼠肝
内，３ｄ后即能使受到抑制的 Ａｋｔ和 ｅＮＯＳ磷酸化
得到恢复，同时可检测出肝内 ＮＯ含量增加，门静
脉压力降低。而经 ＡｄＥＧＦＰ和生理盐水处理组，
Ａｋｔ和 ｅＮＯＳ磷酸化不能恢复，肝内 ＮＯ含量和门
静脉压力与未经治疗大鼠相似。

与其他病毒载体相比，腺病毒载体具有许多

独特的优点：（１）腺病毒粒子相对稳定，病毒基因
组重排频率低，外源基因插入片段在病毒复制几

个周期后仍可保持不变，易于用重组 ＤＮＡ技术操
作；（２）安全性较好，腺病毒无需整合进宿主细胞
基因组中，目的基因在宿主细胞基因组外游离状

态下表达，整合突变致癌可能性小，基因毒性低；

（３）腺病毒基因组较大（５３６ｋｂ），绝大多数基因组
（约 ３５ｋｂ）均能被外源基因取代，插入大片段外
源性基因的潜力大；（４）有较大的宿主范围，对于
受体细胞是否处于分裂期要求不严格；（５）腺病
毒载体容易将外源基因直接转移到靶细胞中，并

有效表达成活性蛋白。本研究使用的是已被批准

使用于临床的 Ｅ１和 Ｅ３区缺乏的复制缺陷性腺病

毒载体，这种载体无编码序列，减轻了腺病毒感染

时出现的炎性反应和免疫反应［８１１］。

本研究所采用的腺病毒除了具有上述优点

外，还具有良好的靶向性［８－９，１１］。携带报告基因的

ＡｄＥＧＦＰ病毒经尾静脉注射后 ３ｄ肝组织中可见
大量绿色荧光，肺和肾组织中仅见少量荧光，而其

他实质器官未见 ＥＧＦＰ表达，说明腺病毒具有强烈
的嗜肝性，可保证携带 ｍｙｒＨＡＡｋｔ基因腺病毒的
安全性。这一点在经尾静脉途径注射 ＡｄｍｙｒＨＡ
Ａｋｔ后，肝硬化大鼠仅出现门静脉压力显著下降，
而体循环参数基本不变的结果得到了证实。

综上所述，肝硬化时，大鼠肝内 Ａｋｔ和 ｅＮＯＳ的
活化均受到抑制，其结果是 ＮＯ生成减少而肝内血
管阻力增加，表现为门静脉压力升高。而以腺病

毒介导的靶向 Ａｋｔ基因治疗肝硬化门静脉高压症
可行。
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